
 TMBبعـــد از دومین انکــوباسیون و شستشـــو، افـــــزودن سوبســـتراي

(3و 3-5 و5 تترامتیل بنزیدین) سـبب ایجاد رنگ آبی توسـط آنزیم می شــود. 

شدت رنگ ایجاد شده با میزان IgE موجود در نمونه ها نسـبت مســتقیم دارد. 

رنگ زائی واکنش آنزیماتیک توســـط محلول متوقف کننده خاتمه یافته و رنگ 

آبی ایجاد شـــده به رنگ زرد مبدل می شـــود. شـــدت رنگ به وســـیله یک 

اسپکتروفتومتر مخصــــوص میکروپلیت در طول موج 450 نانومتر اندازه گیري 

می شـود. براي تعیین غلظت IgE نمونه ها ابتدا منحنی جذب نور اســتانداردها 

برحسـب غلظت IgE آنها رسم شده و سپس میزان غلظت IgE نمونه ها از روي 

منحنی استاندارد تعیین می گردد.

کیت اندازه گیري کمّی IgE بر مبناي ســنجش واکنش ایمونوآنزیماتیک بر روي 

فاز جامد طراحی شده است. در این سیستم از دو آنتی بادي پلی کلنال خرگوش و 

 IgE پلی کلنال بُز که شـــــــاخص هاي آنتی ژنیک متمایزي را بر روي مولکول

شناسائی می کنند، استفاده شده اسـت. ابتدا به حفره هاي پلی اسـتایرن پوشـیده 

شده با آنتی بادي هاي مونوکلنال IgE ، اسـتانداردها، سـرم کنترل ها و نمونه هاي 

بیماران افزوده می شــود. در حین انکوباســـیون اول، IgE موجود در نمونه ها به 

آنتی بادي هاي ضد IgE متصل شده و سپس بقیه مواد از طریق تخلیه و شستشـو 

از سیستم خارج می شوند. پس از شسـتشـو، آنتی بادي دوم ضد IgE که به آنزیم 

پراکسیداز (HRP) متصل شده است به حفره ها افزوده می شود. 

کیت ایمونو آنزیماتیک (EIA) پادتن علم (96تستی)�
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   براي ترسیم منحنی از  غلظت هاي مندرج بر روي ویال استانداردها استفاده نمائید.
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E ایمونوگلوبولین
موارد استفاده :

تعیین کمّی IgE در سرم یا پلاسما

ʻ ʻ

غلظت  IgE (IU/ml)          جذب نور                       نمونه

III.   محتویات کیت :   

(Cat.No.P-IGI) محلولهاي این کیت جهت انجام 96 تست بوده و تاریخ انقضـاي

هر یک بر روي شیشـه آن درج شده است . دماي مناسب براي نگهداري کیت 2-8 

درجه سانتی گراد می باشد .

9 حفره اي پوشش داده شده با آنتی بادي هاي پلی کلنال ضـد 1.   پلیت: پلیت 6

IgE خرگوش.

2.   استاندارد صفر : 1 ویال 4 میلی لیتري از اسـتاندارد صـفر براي رقیق کردن 

نمونه ها نیز استفاده شود . 

3.   استانداردها :6 ویال 1 میلی لیتري محلول سرم دار حاوي IgE انســان. در 

محلول استانداردها از تیمروزال به عنوان نگهدارنده اسـتفاده شـده اسـت. غلظت 
 

دقیقIgEاستانــداردها که برمبناي استانــدارد سازمــان بهــداشـت جهــانی           
 

 )IRP2nd 75/502(کالیبر شده اند بر روي برچسب آنها درج شده است.
  

4.  کنترل هاي سرمی : 2 ویال 1 میلی لیتري سرم انســــانی حاوي تیمروزال. 

غلظت هاي دقیق IgE کنترل هاي سرمی بر روي برچســـب کنترل ها درج شده 

است . 

 IgE 5.   ردیاب آنزیمی : یک ویال 6  میلی لیتري آنتی بادي پلی کلنال ضـــد

متصل به پراکسـیداز (HRP) محلول در بافر PBS ، حاوي پروتئین و تیمروزال.

6.   بافر رقیق کننده : یک ویال 25 میلی لیتري محلول PBS حاوي پروتئین و 

     تیمروزال .   

7.  محلول شسـتشــو غلیظ )x20( : یک ویــال 25 میلـی لیتري حـــاوي  

PBS-Tween20 و تیمروزال.

.TMB و  H O 82.   محلول رنگ زا : یک ویال 12 میلی لیتري بافر   2

   
     

   H SO محلول متوقف کننده واکنش : یک ویال 12 میلــــی لیتـــــري  .92 4

دو نرمال.

IV.   وسایل مورد نیاز (این وسایل همراه کیت عرضه نمی شوند):

1.  دسـتگاه اسـپکتروفتومتر میکروپلیت با دامنه جذب نوري 3-0 در طول 
موج 450 نانومتر با دیفرانسیل 630 نانومتر .

2.  میکروپیپت قابل تنظیم بر روي 100،25 و 200 میکرولیتـر و تیپ هاي 
یک بار مصرف. 

3.  آب مقطر یا آب دیونیزه براي رقیق کردن محلول شستشو .

V.   نحوه جمع آوري و آماده سازي نمونه ها:

نمونه مناسـب جهت اندازه گیري IgE، سـرم یا پلاســماي هپارینه بیمار   

می باشد . این نمونه ها به مدت یک تا دو هفته در دماي 8-2 درجه سانتی 

گراد قابل نگهداري است . براي نگهداري نمونه ها به مدت طولانی تر ، سرم 

یا پلاسماي بیمار را در حجم هاي کم تقسـیم نموده ، در 20- درجه سانتی 

گراد نگهداري نمائید . بهتر اســت از ذوب شــدن و یخ زدن مکرر نمونه ها 

اجتناب نمود . براي اندازه گیري IgE نمونه هاي منجمد شده ، ابتدا نمونه 

را در حرارت اتاق ذوب نموده ، سـپس با حرکت دســت یکنواخت نمائید . 

براي یکنواخت کردن نمونه ها از Vortex نباید استفاده نمود.  براي اندازه 

گیري دقیق نمونه هائی که میزان IgE آنها بیش از آخرین استاندارد است 

، ابتدا نمونه ها را با استاندارد صـفر رقیق کرده ، سـپس اندازه گیري مجدد 

بعمل آورید . بدیهی اسـت در محاســبه نتایج این نمونه ها ، ضــریب رقت 

منظور می شود .

8.  100 میکرولیتر از محلول متوقف کننده واکنش را در هر حفره بریـزید و 
1 ثانیه مخلوط کنید . میزان جذب نوري حفره ها را در طول موج  به مدت 0
450 نانومتر (با دیفرانسیل 630 نانومتر) حداکثر تا 15 دقیقه بعد از افزودن 

محلول متوقف کننده ، بخوانید.

VII.   محاسبه نتایج :

پس از تعیین میزان جذب نوري اسـتانداردها و نمونه ها و ترســیم منحنی 
استاندارد ، غلظت IgE بیماران قابل محاسبه است . در منحنی مذکور که با 
اسـتفاده از دسـتگاه الایزا ریدر (قابل برنامه ریزي) و یا به صــورت دســتی 
ترسیم می شود، محور Y شـاخص میزان جذب نور اسـتانداردهاي IgE در 
 I gEطول موج 450 نانومتر و محورX شـــاخص غلظت اســـتانداردهاي 
برحسـب ml/IU می باشد . نتایجی که در جدول زیر آمده ، فقط به عنوان 

مثال بوده و نبایستی بعنوان نتایج حاصل از آزمایش تلقی شود.

II.   اصول اندازه گیري :   

I.   مقدمه :   

A  استاندارد

B  استاندارد

C  استاندارد

D  استاندارد

E  استاندارد

F  استاندارد

 G  استاندارد

سرم

 VI.   روش کار :

         قبل از شروع کار دماي تمامی محلولها باید به دماي اتاق برسد. 

محلول شسـتشـوي غلیظ به نسـبت یک به بیســت با آب مقطر یا دیونیزه 
رقیق شود. (یک حجم محلول شســـتشـــوي غلیظ به ازاء 19 حجم آب) 
محلول شســتشــوي رقیق را تا یک هفته در دماي 8-2 درجه سانتی گراد 
می توان نگهداري کرد.در صورت مشـــاهده کریســـتال در محلول غلیظ 
شسـتشـو ، ویال را به مدت چند دقیقه در37 درجه سانتیگراد قرار دهید تا 

محلول یکنواخت گردد.

در  2 میکرولیتر از استانداردها، سرم کنترل ها و سـرم بیماران را  1.  ابتدا 5
حفره هاي مربوطه ریخته ، سـپس 200 میکــرولیتر از بافــر رقیق کننده       

.نمائید  را در داخل حفره ها اضافه 

2.  پلیت را به مدت 30 دقیقه در دماي اتاق قرار دهید . 

3.  حفره ها را 4 بار با 300 میکرو لیتر محلول شستشو بشوئید . 

(HRP) اضـــافه  IgE  4.  به هر حفره 50 میکرولیتر از کونــژوگه ضــد
 

30 دقیقه در حرارت اتاق قرار دهید.  کنید و به مدت 

5.  حفره ها را 4 بار با 300 میکرولیتر محلول شستشو بشوئید. 

TMB اضافه نمائید.6.  به هر حفره 100 میکرو لیتر از سوبستراي

7.  پلیت را به مدت 15 دقیقه در دماي اتاق و در محلی تاریک قرار دهید .  

ایمونوگلوبولین E (IgE) با وزن ملکولی kDa190  از دو زنجیره سـبک (کاپا یا 
(1)

. این آنتی بادي که در  لامبدا) و دو زنجیره سنگین(اپسیلون) ساخته شده است 

سال 1968 توسط بنیچ و جوهانســون شناسایی شده کمتر از 0/001 درصد کل 
(2)
. ایمونوگلوبولین هاي سرمی را تشکیل می دهد

IgE توسـط سـلولهاي B و پلاســموســیت ها در طحال، بافت لنفوئید و مخاط 

دستگاه هاي تنفسـی و گوارشی تولید می شود. در بروز آلرژي ها، IgE غشــایی 

نقش فعالی دارد. به این صــورت که بعد از شــناســایی و ترکیب با آلرژن ها این 

ایمونوگلوبولین ها سبب آزادسازي مواد شیمیایی چون هیسـتامین و متعاقب آن 

موجب روز علائم آلرژي در فرد می گردد.

همچنین بروز آلرژي در افراد غالباً با افزایش میزان IgE سرمی توأم است. 

بنابـراین اندازه گیـري این ایمونوگلوبولین مـی تواند در کنار دیگـر علائم آلـرژي 

تشخیص این بیماري ها کمک کننده باشد. 

 IgE مقادیر بالاي ،IgE در کودکان زیر دو ســــال با توجه به پائین بودن میزان

معمولاً شـاخص بروز آلرژي می باشــد. بنابراین اندازه گیري این ایمونوگلوبولین 
(3-5)
. می تواند براي پیش بینی و تشخیص آلرژي در کودکان با ارزش باشد

سطح IgE سرمی در عفونت هاي انگلی، موارد نقص سیستم ایمنی بدن، بیماري 

 IgE هاي خودایمنی، عفونت ریوي ناشــی از آســـپرژیلوس، هوچکین و میلوم
(5-7)
. افزایش می یابد 
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دامنه درصد ریکاوري بدست آمده مابین 97/2 تا 98 می باشد.

احتیاط!

با توجه به اینکه محلول هاي به کار رفته در این کیت ها حاوي مواد سمی 

مانند تیمروزال و مواد پروتئینی با منشـا انسـانی و حیوانی هســتند، و 

 HCV ، اینکه با هیچ تستی نمی توان از عدم وجود ویروس هایی چون

HIV  ،HBVدر این محلول ها اطمینان کامل حاصــــــــــل کرد، 

خواهشــــــمند است هنگام کار احتیاط هاي لازم از جمله  استفاده از 

دستکش، امتناع از خوردن و آشامیدن و سیگار کشــیدن،  خودداري از 

پیپت کردن با دهان و پرهیز از هرگونه تماس محلول با چشم و دست ها، 

رعایت شود.  

IX.   ویژگی هاي اختصاصی تست :

1.  حسـاسیت : به حداقل غلظت IgE که اختلاف جذب نور آن نســبت به 

جذب نور استاندارد صفر ، معنی دار باشد حسـاسیت کیت گفته می شود. این 

مقدار براي کیت IgE ، IU/ml 1 است. 

2.  اثر Hook : در کیت EIA پادتن علم براي نمونه هاي رقیق نشـــــده تا 

غلظت تقریبی    IU/ml10،000 اثرHook  مشاهده نشده است.

3.  اختصــــــاصی بودن : کیت ایمونوگلوبین E مختص IgE بوده و        

هیچ واکنش غیر اختصـــاصی با ایمونــــو گلوبولین هـــــاي انســــانی 

(IgA,IgD,IgG,IgM) در غلظت هاي پاتوفیزیولوژیک مشـاهده نشـده 

است.

5.  ریکاوري و رقت : ریکاوري به حالتی اطلاق می شــــود که با افزودن حجم 

معینی از یک محلول با غلظت بالا، به نمونه رقیق تر، افزایش غلظت حاصل شـود. 

براي تعیین ریکاوري، محلولی با غلظت بالاي IgE به نمونه ســـرمی که غلظت 

پائینی از IgE دارد، افزوده شده است. درصد ریکاوري طبق فرمول زیر محاسـبه 

می شود :

(IU/ml) غلظت پیش بینی شده

(IU/ml) غلظت اندازه گیري شده
100 x

-

123/3

61/6

30/8

15/4

-

1:2

1:4

1:8

1:16

 ریکاوري %    غلظت اندازه گیري شده    غلظت پیش بینی شده   رقت

                                (IU/ml)                     (IU/ml)      

246/6

123/9

61/3

31/6

17/1

-

100/5

99/5

102/6

111/0

جدول ریکاوري

-

49/2

68/3

116/6

165/0

-

29/1

48/2

96/5

144/9

ریکاوري %    غلظت اندازه گیري شده   غلظت پیش بینی شده       غلظت افزوده شده 

                         (IU/ml)                (IU/ml)                       (IU/ml)         

20/1

47/8

66/6

113/3

161/8

-

97/2

97/5

97/2

98/0
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VIII.   مقادیر طبیعی :

مقادیر IgE سرمی در طول دوران کودکی افزایش یافته و در سن بلوغ میزان 
(8-9)

آن به حد بزرگسالان می رسد  . جهت مقایسه نتایج بدست آمده با کیت 

الایزاي پادتن علم و مقادیر گزارش شــده در کتب رفرانس، IgE ســرمهاي 

3 نوزاد، کودك و بزرگسال اندازه گیري شد. نتایج بدست آمده که منطبق  8 8

با نتایج گزارش شده در کتب رفرانس می باشد ، در جدول ذیل آمده است :

براي بررسـی خطی بودن رقتهاي IgE بر روي منحنی چندین نمونه سـرمی   

غلیظ، پس از رقیق شدن متوالی با استاندارد صـفر، اندازه گیري شـده و نتایج 

یک نمونه بعنوان مثال در جدول زیر آورده شده است. دامنه درصـد ریکاوري 

بدست آمده مابین 99/5 تا 111 می باشد.

تهران 14168، خیابان طالقانی غربی، خیابان سرپرست(کیوان جنوبی)، پلاك 26

تلفن و فکس : 63481(021)

(IU/ml) IgE غلظت

≤13 

≤81 

≤127 

≤182 

5

32

39

43

        سن                    تعداد                      95%                   میانگین

61

49

58

220

زیر یک سال

1-7

8-15

بالغین

نتایجی که در جدول فوق مشــاهده می فرمائید فقط به عنوان راهنماي کلی 

بوده و پیشنهاد می شود که هر آزمایشگاه مقادیر طبیعی خود را تعیین نماید.

شاخص دقت کیت با مقایســــــــــه تکرارپذیري جواب ها به روش 4.  دقت : 

میان سـنجی (Inter-assay) و درون سـنجی (Intra-assay) تعیین گردیده 

است. براي این منظور 4 نمونه سرم ده بار در یک دوره آزمایش (درون سـنجی) و 

یکبار در ده دوره آزمایش متفاوت (میان سنجی) تعیین غلظت شده اسـت. نتایج 

انحراف معیار (SD) و ضریب تغییرات (CV) در جدول زیر آمده است :

7/0

1/2

4/4

7/3

1/2

0/2

2/5

24/9

17/1

23/4

56/1

341/0

4/9

2/5

3/9

3/1

0/8

0/6

2/2

8/6

16/4

24/0

57/1

279/0

  درون سنجی                              میان سنجی

(IU/ml)

جدول شاخص دقت

SD    %CV (IU/ml)    میانگین SD    %CV    میانگین

6.  مقایسه با روش الکتروکمی لومینسـانس  : براي بررسی همبسـتگی 

IgEغلظ ت، Roche Elecsys  پادتن علم و کـیت EIA آماري بین کیت

500 نمونه تصـادفی با هر دو کیت اندازه گیري شد. مقایســه نتایج به دست 

آمده ، ضریب همبستگی 0/98 را نشان می دهد.
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